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(57) Abstract 



The invention relates to a method for identifying atrial natriuretic peptide (ANP). According to said method, polyclonal antibodies 
are used against epitopes of the pro-ANP (1-98) which are defined as immunogens 1, 2 and 3 (SEQ.IDJsJos. 1, 2 and 3). Said antibodies 
specifically bind these immunogens and recombinant pro-ANP (1-98). 



(57) Zusammenfossung 

Die Eifindung bezieht sich auf ein Vcrfahren zur Bestimmung von Atrialem Natriurctischcm Peptid (ANP), wobei polyklonale 
AntikSrper gegcn Epitope des pro AMP (1-98) eingesetzt werden. die als Immunogene 1, 2 und 3 (SEQ.ID.Nr. t. 2 und 3) definiert sind, 
und die diese Immunogene sowic rekombinantes pro AN? (1-98) spczifisch bindcn. 
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Verfahren zar Bestiminun^ von Atriatem Natr iuretischem Peotid f ANP^ 

Die gegenstandliche Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren zur Bestinimung 
von Atrialem Natriuretischem Peptid (ANP) und welters auf eine In-vitro 
diagnostische Nutzung spezifischer polyklonaler Antisera gegen das 98 
Amminosauren lange N-terminale Fragment (proANP 1-98) des humanen 
10 pro-Atrialen Natriuretischen Peptids (126 Aminosauren) und seiner Analoga im 
Veterinarbereich. 

Klinische Bedeutung Natriuretischer Peptide 

Das Atriale Natriuretische Peptid (ANP), Brain Natriuretisches Peptid (BNP) 
15 und C-type natriuretisches Peptid (CNP) gehSren ru einer Familie von Hormonal, 
die aus dem Hcrz-Vorhof. dem Ventrikel des Herzens und den vaskularen 
Endothelzellen sezemiert werden (1-3). ANP wird in den Myocyten als Prohormon 
mit einer LSnge von 126 Aminosauren gespeichert. Zum Zeitpunkt der Freisetzung 
wird das Prohormon in emen N-terminalen Teil von 98 AminosSuren proANP (1-98) 
20 und das biologisch aktive a-ANP (1-28) zu gleichen Teilen gespalten (3). proANP 
hat eine deutlich langere Halbwertszeit im Plasma als a-ANP. das nur erne sehr 
kurze Halbwertszeit von 2,5 Minuten aufweist (2) und liegt in bis zu 50-fach hoherer 
Plasmakonzentration als a-ANP vor (2-4). Weil die zirkulierenden Konzentrationen 
von immunreaktivem proANP wenig sensitiv auf rasche biologische Fluktuationen 
25 von a-ANP reagieren, spiegeln sie die Gesamtmenge des sezemierten ANP wieder. 

Es wurde bereits in der Literatur beschrieben, daB die natriuretischen Peptide 
den Organismus gegen Hiissigkeitsflberschufl und hohen Blutdruck schutzen (5). Die 
biologische, biochemische und pathophysiologische RoUe der natriuretischen Peptide - 
ist in Ubersichtsarbeiten zusammengefafit (6,7). 

30 
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Klinische Wertigkeit 

Die Plasmakonzentration von proANP ist bei Patienten mit verschiedenen 
Formen des erworbenen Bluthochdrucks erhoht. besonders wenn der Blutdruck 
infolge einer Hypertrophic des linken Ventrikels sehr hoch ist. Nach einem 

5 Herzversagen steigt die Plasmakonzentration von proANP in Relation zum AusmaB 
der Schadigung des Herzens. Nach eiiiem akuten Myoterdinfarkt steigen die 
Konzentrationea aller natriuretischen Peptide schnell an. 

In all diesen erwahnten pathophysiologischen ZustSnden sind die zirkulieroiden 
Konzentrationen der natriuretischen Peptide erhoht. Dies ist ein Schntzmechanismus 

10 des Organismus gegen GefaBverengung und Natriumretention. Welters wurde 
bewiesen, daB die Plasmakonzentration von proANP bei Patienten mit Herzfehlem in 
Relation zur Schwere des Herzfehlers erhoht ist und daher wesentlich zur Prognose 
beitragt. Von besonderem Interesse ist die Beobachtung in vielen Studien. daB die 
Plasmakonzentration von proANP sogar in asymptomatischen Patienten mit 

ISlinksventrikularer Dysfunktion signifikant erhOht ist und daher eine wichtige 
klinische Wertigkeit als nicht-invasiver Marker hat (9.10,11)- Welters ist eine 
deufliche Unterscheidimg von gesunden Kontrollpersonen und NYHA Klasse I 
Patienten gezeigt v^orden (12). Daher ist die EntwicUung von Meilioden zur 
spezifischen und exakten Messung der proANP Fragmente von hSchstem 

20 medizinischem Interesse. 

Stand der Technik 

Die einzige kommerziell zur Verfiigung stehende MeBmethode zur Bestimmung 
von proANP (1-98) basiert auf einem Radioimmunoassay (RIA) der Fa. BIOTOP. 
25 der die tiblichen Nachteile kompetitiver und radioaktiver Assays aufweist wie 
spezielle Raumlichkeiten fur radioaktives Arbeiten, Entsorgungskosten und haufig 
auch schlechte Reproduzierbarkeit wegen hoher Anfalligkeit auf Variation der 
Probenmatrix. Eine Alternative zu oben genanntem RIA wurde von SHIONOGI- 
& Co. LTD. prasentiert (EP 0 721 105 Al). Dabei wurden monoklonale Antikorper 
30 gegen die Positionen 1-25 und 43-66 hergesteUt und zum Aufbau eines radioaktiven 



wo 00/19207 



3 



PCT/AT99/00230 



Oder enzymatischen Sandwich-Immunoassays eingesetzt. Die Verwendung 
monoklonaler AntikSrper bedingt jedoch teure und methodisch aufwendige Zellkultur 
(Herstellung der Maus-Hybridoma Oder in vitro Produktion) bzw. die Gewinnung 
der Antikorper aus dem Speichel von MSusen nach intraperitonaler Verabreichung 
5 der Hybridoma. was die erzielbaren AntikOrperausbeuten limitiert und die Methodik 

ebenfalls stark erteuert. 

Daher war es notig. eine Methodik zu entwickeln. welche die kostengixnstige 
Produktion groBerer Antikorpermengen (polyklonal) bei zu monoklonalen Techniken 
gleichwertiger Spezifitat zur Nutzung in einem Sandwich Immunoassay erlaubt. 
10 GemSB der Erfindung werden polyklonale Antikorper gegen Epitope des 
proANP (1-98) eingesetzt. die als Inununogene 1. 2 und 3 definiert sind, und die 
diese Immunogene sowie rekombinantes proANP (1-98) spezifisch binden. Damit ist 
es mOglich. einfach und zuverlSssig ANP nachzuweisen und damit Herzerkrankungen 
bereits in friUiem Stadium verlaBlich zu diagnostizieren. 
15 Zur leichten Auffindbarkeit werden die Antik6rper mit einem Marker-MolekQl 
versehen. wobei bevorzugt als Markeraiolekul eine fluoresziercnde Substanz, ein 
Enzym oder ein Farbstoff eingesetzt wird. 

Zum Nachweis von humanem oder tierischem proANP (1-98) kann 
Korperflussigkeit mit einer Losung. die einen der polyklonalen AntikSrper gegen 
20Immunogen 1. 2 oder 3 enthalt, zur Bildung eines 
Antik6rper/proANP(l-98)-Komplex in Kontakt gebracht werden, wonach dann die 
Bildung des Komplexes nachgewiesen wird. Dabei kann der Nachweis des 
Antik6rper/proANP(l-98)-Komplex durch Reaktion mit einem der beiden anderen 
AntikSrper in Form eines Sandwich-Assays durchgefuhrt werden. Besonders 
25 zuveriassig ist das erfmdungsgemaBe Verfahren, wenn ein primarer, gegen eines der 
Immunogene gerichteter AntikSrper an einer Festphase immobilisiert wird. wobei zur 
Reaktion als sekundarer Antik5rper einer der gegen eines der beiden iibrigen 
Immunogene gerichteter Antikfirper eingesetzt wird. Die Immobilisierung des 
primaren AntikSrpers kann dabei an einer Mikrotiterplatte. einer Membrane oder 
30 Festkorperpartikeln erfolgen. 
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Ein Kit zur Durchfflhnmg des erfindungsgemaBen Verfahrens kann folgende 

Komponenten enthalten: 

a) einen inimobilisierten primaren AntikSrper, 

b) rekombinantes proANP (1-98) als Standard. 

5 c) einen polyklonalen sekundSren, AntikSrper oder einen markierten 
Detektionsantikorper. der spezifisch an den genannten polyklonalen sekundSren 
Antikorper bindet. 

Die Erfmdung beinhaltet somit die Auswahl geeigneter Teilsequenzen des 
N-terminalen Fragmenies als Immunogene, die mittels numerischer Methoden 

10 hinsichtlich ihrer Antigenizitat optiniiert wurden und gleichzeitig minimale 
Kreuzreaktionen mit.anderen physiologisch zirkulierenden N-terminalen Fragmenten 
(proANP (1-30), proANP (31-67)) aufweisen. Weiters die Entwicklung eines 
Sandwich Immunoassays ffir proANP (1-98) (Analyt) unter Verwendung 
iiranunaffinitatschromatographisch gereinigter polyklonaler Antik5iper gegen 

15 TeUstrukturen des Analyten. Die Methode zur Messung des Analyten beinhaltet 
folgende Schritte: 

Inkubation der zu untersuchenden Probelosung mit einem gegen eine 
Teilstruktur des Analyten gerichteten polyklonalen Antikorper und emem markierten 
polyklonalen Zweitantikorper gegen eine andere Teilstruktur des Analyten und 
20 Detektion des gebildeten Antigen-Antikorper Komplexes. 

Neben dem Einsatz polyklonaler Antisera gegen Teilsequenzen von proANP 
(1-98) und deren In-vitro diagnostische Nutzung sowie die Auswahl geeigneter 
Teilsequenzen des N-terminalen Fragmentes als Immunogene betrifft der vorUegende 
Gegenstand die chemische Synthese dieser Immunogene, sowie die Immunisierung 
25von Tragertieren (vorzugsweise von Schafen). Des weiteren wurden die 
immunaffinitatschromatographische Reinigung der Rohseren. die Konjugation der 
. gewonnen Antikorper mit emem MarkermolekQl (z.B. Enzyme, Biotin. koUoidales 
Gold, fluoreszierende oder lumineszierende Substanzen sowie Radioisotope) und das- 
Austesten der geeignetsten Antikorper-Kombinatibnen zum Nachweis von proANP 

30 
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(1-98) als Sandwich Immunoassays durchgeahrt. Letzterer karai in folgenden 

Ausfonnungen durchgefuhrt werden: 

Das polykolonale Erstserum enthalt Antikorper gegen Epitope der TeUsequenz 

8-27 und das Zweitserum Antikorper gegen Epitope der Teilsequenz 79-98 oder 
5 31-67. Der Nachweis erfolgt durch Detektion des resultierenden Antigcn-Antikorper 
" Komplexes. 

Das polykolonale Erstserum enthait Antikorper gegen Epitope der Teilsequenz 
79-98 und das Zweitserum Antikorper gegen Epitope der Teilsequenz 8-27 oder 
31-67. Der Nachweis erfolgt durch Detektion des resultierenden Antigen-Antikorper 
10 Komplexes. 

Das polykolonale Erstserum enthSlt AntikSrper gegen Epitope der Teilsequenz 
31-67 und das Zweitserum Antikdrper gegen Epitope der TeUsequenz 8-27 oder 
79-98. Der Nachweis erfolgt durch Detektion des resultierenden Antigen-Antikorper 
Komplexes. 

15 In einer weiteren Ausfiihnmg sind die AntikSrper des jeweiligen Zweitserums 
mit einem Enzym. Biptin. kolloidalem Gold, einer fluoreszierenden oder 
lumineszierenden Substanzen oder Radioisotopen markiert. 

DemgemaJi stellt die die vorliegende Erfindung in vorteilhafter Weise (1) eine 
Methode zur Herstellung polyklonaler Antisersa gegen proANP(l-98) mit zu 

20 monoklonalen Antikoipem equivalenter Spezifitat (2) einen Sandwich-Immunoassay 
fur biologisch inaktives proANP (1-98) und (3) polyklonale Antisera gegen 
biologisch inaktives proANP (1-98) zum Einsatz in der Histologie und (4) einen 
Immunoasssay-Kit fur biologisch inaktives proANP (1-98), der diese Antisera 
enthait, zur Verfagung. 

25 

Figur 1 zeigt eine typische Standarkurve eines Sandwich-ELISA fiir proANP 
(1-98) 

Figur 2 zeigt die Bestimmung von proANP (1-98) Konzentrationen im blut von - 
Patientenproben mit unterschiedlich schwerer Herzerkrankung (NYHA I-IV) 

30 
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TabeUe 1 zeigt die Kreuzreaktivitat des proANP (1-98) EUSA mit anderen 
N-Tenninalen natriuretischen Peptidfragmenten. 

Auswahl und HCTStellung der Iminunogene - Iimnunsierung 

5 • 

Die geforderte hohe Spezifitat und Aviditat der gewiinschten Antisera kaiin hur 

durch entsprechende Auswahl der fur die Immunisierung von Tragertieren 

verwendeten Immunogene erzieWt werden. Die zu losenden Probleme liegen in: 

a) der Wahl eines ausreichenden Sequenz-Abstandes zwischen den zur 
10 Immunisierung verwendeten Peptiden. urn Kreuzreaktivitaten mit anderen naturlich 

vorkommenden proANP-Fragmenten zu vermeiden. 

b) die geeignetste Sequenz fur optimale Immunantwort und Spezifitat zu fmden 

c) eine moglichst genaue Uberwachung' der Immunantwort der Tragertiere 
durchzuffihren, um den geeignetsten Zeitpunkt fur eine Nachimraunisierung zu 

15 bestimmen damit die produzierten Antisera optimale Aviditat besitzen. 

Daher wurden zur Analyse des Analyten (proANP (1-98) numerischc 
Methoden (Software: PeptiSearch von CoshiSofl Arizona USA), welche die 
Bestimmung der Antigeniziat (Algoiythmen nach Jameson-Wolf und Welling) 
20 eingesetzt um polyklonale Antisera maximaler Aviditat zu erhalten. Als Regionen 
hochster Antigenizitat konnten die Sequenzen 14-24 (DFKNLLDHUEE) und 79-95 
(SSDRSALLKSKLRALLT) identifiziert werden. 

Davon ausgehend wurden folgende synthetischen Immunogene im Auftrag von 
BIOMEDICA bei Guildhay Lt. , Walnut Tree Close, Guilford, Surrey GUI 4UG, 
25 ENGLAND zur Immunisierung von Schafen eingsetzt: 

Immunogen 1: AminosSuresequenz 8-27 bezogen auf proANP (SEQ.ID Nr. 1) 
Immunogen 2: Aminosauresequenz 31-64 bezogen auf proANP (SEQ.ID.Nr. 

2) 

30 
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Immunogen 3: Aminosauresequenz 79-98 bezogen auf pro ANP 
(SEQ.ID.Nr.3) 



SequenzprotokoU : 
<11 0> Biomedica GmbH 

<120> Polyklonale Antlsera zum Nachweis von ProANP (1-98) 



<140> 
<141> 

<160> 

10 <210> 
<211> 
<212> 
<213> 



15 



20 



25 



ATA 1618/98 
29.09.1999 



1 

20 
PRT 

Homo Sapiens 



<400> 


. Ser 
1 
Leu 


Asn 
Leu 


Ala 
Asp 


Asp 

His 


Leu 

5 
Leu 
15 


Met 
Glu 


Asp 
Glu 


Phe 
Lys 


Lys 
Met 


Asn 
10 

Pro 
20 


<210> 
<211> 
<212> 
<213> 


2 

34 

PRT 

Homo Sapiens 


















<400> 


Glu 


Val 


Val 


Pro 


Pro 

5 


Gin 


Val 


Leu 


Ser 


Glu 
10 




1 
Pro 

Pro 


Asn 
Leu 


Glu 
Pro 


Glu 
Glu 


Ala 
15 
Val 
25 


Gly 
Pro 


Ala 
Pro 


Ala 
Trp 


lieu 
Thr 


Ser 
20 
Gly 
30 




Glu 


Val 


Ser 


Pro 














; <210> 
<211> 
<212> 
<213> 


3 

20 
PRT 

Homo Sapiens 


















<40D> 


Ser 


Ser 


Asp 


Arg 


Ser 
5 


Ala 


Leu 


Ijeu 


Lys 


Ser 
10 




1 

Lys 


Leu 


Arg 


Ala 


Ijeu 
15 


Leu 


Tlir 


Ala 


Pro 


Arg 
20 



30 
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Alle Peptide wurden durch organisch-chemische Schutzgrappen-Synthese nadi 
dem Stand der Technik hergestellt und entweder N-terminal oder C-terminal mit 
Thyreoglobulin als TrSgerprotein gekoppelt. Als Kopplungsreagenzien kSnnen 
beispielsweise bifimktionelle Verbindungen wie 

5 4-(N-Maleimidomethyl)-cyclohexane-l-carboxylate (SMCQ, 
Maleimidobenzoyl-N-hydroxysuccinimide ester (MBS). Succinimidyl 
4-(p-MaIeimidophenyl)butyrate (SMPB) ebenso Sulfo-MBS, Sulfo-SMCC Oder 
ahnliches eingesetzt werden. 

Mit diesen Immunogenen wurden Schafe einer primaren Immunisierung durch 

10 Verabreichung des Peptides in Mischung mit komplettem Freundschem Adjuvans 
unterzogen. Die Immunantwort wurde mittels ernes Antikdrper Capture ELISAs 
untersucht, bei dem mit dem zur Immunisierung verwendeten Tragerpeptid 
beschichte Microtiteiplatten verwendet wurden. Verdiinnungsreihen einer frisch 
gewonnenen Serumprobe der Schafe wurden mit diesen Microtiterplatten inkubiert 

15 und die spezifische Bindung der Antik5rper mit einem Anti-Schaf-Peroxidase -IgG 
Konjugat quantifiziert. 

Der Antikorper Titer der Schafe wurde monatlich uberpriift und bei Absinken 
des Titers erfolgten entsprechende Nachimmunisierungen in jeweils optunalen 
Intervallen. 

20 

Gewinnung der polyklonalen Sera - Immunaffintiatschromatographie 
Die aus den Schafen gewonnenen Rohsera wurden durch 
Affinitatschromatographie iiber HiTrap Minisaulen (PHARMACIA, Schweden) 
gereinigt. Etwa 0.5mg des entsprechenden zur Immunisierung verwendeten Peptides 

25 wurde entsprechend dem von Pharmacia mitgelieferten Protokolls an die Saulen 
gebunden.. Nach Filtration der Rohsera durch ein 0.45^m Millex-Filter 
(MILLIPORE, USA) wurden 10-20 ml Antiserum 1+2 (v/v) mit 50 mM Herat 
Puffer pH 7 verdiinnt und bei Raumtemperatur mit einer HuBrate von 0.5 ml/min- 
auf die SSule geladen. Die Elution der spezifisch gebundenen Antisera erfolgte mit 

30 0.1M Citrat-Puffer pH 1.7 mit einer HuBrate von Iml/min. Die Elution wurde 
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mittels eines 280nm UV-Detektors uberwacht und Fraktionen zu 0.5ml Antiserum 
auf 0.5ml vorgelegten 0.5M Boratpuffer pH 10 gesammelt, um eine sofortige 
Neutralisation des Eluates zu erreichen. Die Bestimmung der IgG-Konzentration des 
Eluates erfolgte mit einem handelsublichen Protein Nachweis (jiBCA von PIERCE, 
5NL) 

Als Standardmaterial wurde recombinantes proANP(l-98) exprimiert in E. Coli 
vom Institut fixr Mikorbiologie der Universitat Wien verwendet. 

Beispiele 

10 

Die beschriebenen polyklonalen Antisera gegen die Inmiunogene 1-3 der 
vorliegenden Erfmdung kOnnen fur alle bekannten Varianten von Inamunoassays wie 

a) Ezyme Linked Immunosorbent Assays (ELISA) einschlieBlich automatisierter 
Hybrid-Methoden (z.B: unter Verwendung von Polystyrol oder Latex-Beads) in 

15 Microtiterplatten oder auf Membranen 

b) Fluoreszenz Immunoassays (FIA) 

c) Diverse Teststrip-Methoden auf Trockenchemie-Basis 

d) Histologischem Nachweis auf Unterschiedlichen Gewebepraparaiionen 
eingesetzt werden. 

20 Einige Ausfuhrungen werden im Folgenden durch Beispiele beschrieben:. 
Beispiel 1 

Sandwich ELISA fiir ProANP (1-98) 

25 

Aliquote der gereinigten Sera gegen Immunogen 1,2 und 3 wurden mit Biotin 
unter Verwendung von Biotinamidocaproate-N-Hydroysuccinimmide Ester oder 
ahnlichem entsprechend Standardverfahren (8) markiert. Als Standardmaterial fur - 
den Immunoassay wurde recombinantes proANP (1-98) exprimiert in E, Coli vom 
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Institut fiir Mikrobiologie der Universitat Wien verwendet. 

Folgendes ProtokoU stellt einen typisdien Assay-Vorgang dar: 

5 Mikrotiterplatten (Nunc Maxisorp High Binding, NUNC, Danemark) werden 
uber Nacht bei 4'*C ,mit 200/il Antiserum-Verdunnung (Erstserum) gegen 
beispielsweise Iimnunogen 1 beschichtet. Die unspezifischen Bindungsstellen werden 
blockiert und Standard oder Probe mit biotinmarkiertem Antiserum gegen z.B. 
Immunogen 3 im Well gemischt. Nach 2h bei ST^C werden die Wells gewaschen 

10 und Streptavidin-Peroxidase Konjugat zugesetzt. Nach einer weiteren Stunde 
Inkubation bei ST'C und einem weiteren Waschschritt wird Tetramethylbenzidin 
(TMB) zugesetzt und schUeBUch die der proANP (1-98) Konzentration der Probe 
proportionale Farbentwicklung in einem Mikrotiterplatten- Photometer bestinunt. 

15 Beispiel 2 

Direkter Fluoreszenzimmunoassay fur proANP (1-98) 

In einer weiteren Ausfuhrung der Erfindung konnen Fluoreszenzferbstoffe 
(Huorescein, Rhodamin etc. ) als Marker fOr beispielsweise das Antiserum gegen 
20 Immunogen 3 eingesetzt werden. Die Assaydurchfahmng kann dann analog Beispiel 
1 ohne die Notwendigkeit einer Substratzugabe erfolgen. Welters kSnnen die 
fluoreszenzmarkierten Antisera zu histochemischen Studien betreffend die proANP 
(1-98) - VerteUung in Geweben eingesetzt werden (Konfokale-Laser-Mikroskopie, 
Fluoreszenzmikroskopie etc.) 

25 

Beispiel 3 

Homogener Immunoassay fiir proANP (1-98) 
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In einer weiteren Ausfuhrung der Erfmdung werden die AntikSrper des 
Erstsenims an Kunstof^artikel (Latex, Polystyrol etc.) gebunden und gemeinsam mit 
dem markierten Zweitantikorper der Probe in homogener L6sung zugesetzt. Nach 
einem Trennungschritt durch FUtration oder Zentriftigation wird die Menge an 
5 gebundenen ZweitantikSrper durch Farbreaktion mit geeigneten Enzymsubstrat mit 
einem herk6mmlichen Spektral-Photometer bestimmt 



TABELLE 1 



10 



15 



Parameter 


% Signal im proANP (1-98) 
-Sandwich ELISA 


proANP (1-98) 


100,00 


proANP (1-30) 


<1 


proANP (31-67) 


<3 


proBNP (8-29) 


< 1 


proBNP (32-57) 


< 1 


proCNP (24-42) 


< 1 


proCNP (53-73) 


< 1 


proCNP (74-102) 


<1 


a-ANP (1-28) 


<1 
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Patentanspruche: 



1. Verfahren zur Bestimmung von Atrialem Natriuretischem Peptid (ANP), 
dadurch gekennzeichnet, dafi polyklonale Antikdrper gegen Epitope des pro ANP (1 
- 98) eingesetzt werden. die als Immunogene 1, 2 und 3 (SEQ.ID.Nr. 1, 2 und 3) 

10 definiert sind, und die diese Immunogene sowie rekombinantes pro ANP (1 - 98) 
spezifisch binden. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafi die Antikorper 
mit einem Marker-Molekul versehen werden. 

3. Verfahren nach Anspruch 2. dadurch gekennzeichnet. daB als 
15 Markermolekul eine fluoresziei«nde Substanz. ein Enzym oder ein Farbstoff 

eingesetzt wird. 

4. Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 3. dadurch gekennzeichnet. daB 
zum Nachweis von humanem oder tierischen pro ANP (1 - 98) Koiperflussigkeit mU 
einer Ldsung. die einen der polyklonalen Antikorper gegen Immunogen 1, 2 oder 3 

20enthalt, zur Bildung eines Antikorper/pro ANP{1 - 98)-Komplexes in Kontakt 
gebracht wird, wonach dann die Bildung des Komplexes nachgewiesen wird. 

5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet. daB der Nachweis des 
Antikorper/pro ANP(1 - 98)-Komplex durch Reaktion mit einem der beiden anderen 
AntikSrper in Form emes Sandwich-Assays durchgefiihrt wird. 

25 6. Verfahren nach einem der AnsprQche 1 - 5, dadurch gekennzeichnet, daB ein 
primarer, gegen eines der Immunogene gemaB Anspruch 1 gerichteter Antikorper an 
einer Festphase immobilisiert wird, wobei zur Reaktion als sekundarer AntikSrper 
einer der gegen eines der beiden iibrigen Immunogene gerichteten Antikdrper- 
eingesetzt wird. 
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7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurdi gekennzeichnet, daB der primare 
Antik5rper an einer Mikrotiterplatte, einer Membrane oder Festkdrperpartikeln 
utimobilisiert wird. 

8. Kit fur Immunoassays zur Durchfuhrung des Verfahrens i»ch einem der 
5 Anspruche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daB er folgende Komponenten enthSlt: 

a) einen immobilisierten primaren Antikorper gemaB Anspruch 6, 

b) rekombinantes pro ANP (1-98) als Standard, 

c) einen polyklonalen sekundaren Antikorper gemaB Anspruch 6, oder einen 
markierten Detektionsantikorper, der spezifisch an den genannten polyklonalen 

10 sekundaren Antikorper bindet. 

9. Verwendung des Verfahrens nach einem der Anspruche 4 bis 7 zur in vitro 
Diagnose und/oder Prognose von Herzerkrankungen in der Human- oder 
Veterinarmedizin. wobei die im Vergleich mit gesunden Organismen erhohte 
Konzentration von pro ANP (1 - 98) auf eine Herzerkrankung hinweist. 
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